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Abstract

Os antibioticos B-lactamicos (BL) sdo amplamente utilizados na pratica veterinaria devido a sua ativi-
dade contra bactérias gram-positivas, especialmente Staphylococcus spp. Portanto, o objetivo desse estu-
do foi o preparo, a caracterizagdo fisico-quimica e morfologica e estudo de encapsulagio de NP de carga
positiva contendo BL, as quais também podem ser empregadas em estudos de biodistribuigéo.
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1 INTRODUCAO

Infecgdes bovinas causadas por bactérias sdo responsaveis por grandes perdas econdmicas dos
criadores em todo o mundo. As perdas se devem aos investimentos feitos em tratamento e prevengdo,
reducdo da qualidade da carne e do leite e a morte dos animais infectados (A. Zecconi e cols., 2009; Dee
Griffin, 2010). Além do problema do desenvolvimento de resisténcia aos antibidticos, o tratamento das
infeccdes bovinas bacterianas pode ser complicado devido a outros fatores, como a degradagdo precoce
da droga e sua inativagio por secregdes inflamatdrias. Nesses casos, ha uma redug@o da biodisponibi-
lidade da droga, o que pode resultar em cura reduzida e recorréncia da doenga (C.H. Sandgren e cols.,
2008).

Nanoparticulas poliméricas (NP), como nanocapsulas (NC) e nanoesferas (NS) sio candida-
tos interessantes para disponibilizagdo de antibidticos em infecgdes bacterianas (Couvreur & Vauthier,
2006). Eles apresentam alta estabilidade em contato com fluidos biolégicos, sua natureza permite libera-
¢io controlada da droga e a protege da degradagfio prematura (J.M. Trache e cols., 2011). A encapsulagio
de antibidticos em NP pode aumentar a dose maxima tolerada e seu indice terapéutico se comparada a
droga livre. o que pode ser explicado pela modificagdo na biodistribuigdo e perfil farmacocinético da
droga encapsulado (Couvreur & Vauthier, 2006). Os antibidticos B-lactamicos (BL) sdo amplamente
utilizados na prética veterinaria devido a sua atividade contra bactérias gram-positivas, especialmente
Staphylococcus spp (P. Gruet e cols., 2001). Portanto, o objetivo desse estudo foi o preparo, a caracteri-
zacdo fisico-quimica e morfologica e estudo de encapsulag¢do de NP de carga positiva contendo BL, as
quais também podem ser empregadas em estudos de biodistribuicao.

2 MATERIAIS E METODOS

Os BL foram obtidos pela Embrapa-GL (Brasil) e os polimeros utilizados, poli-g-caprolactona
(PCL) e quitosana quimicamente modificada (QM), foram obtidos da Sigma-Aldrich (EUA).

2.1 Preparo de Nanoparticulas

Nanoestruturas associadas a BL foram preparadas de acordo com protocolo documentado (Mos-
queira e cols., 2006) usando os polimeros PCL e QM.

2.2 Caracterizacao de Nanoparticulas

2.2.1 Espectroscopia de correlacio fotonica

O tamanho médio das NP foi avaliado no equipamento Nanosizer N5 PLUS (Beckmann Coul-
ter, Fullerton, EUA) e os valores obtidos foram expressos como média+desvio padréo.

2.2.2 Anailise de potencial zéta

O potencial zéta foi avaliado por medida eletroforética acoplada a anenometria do laser doppler
no equipamento Zetasizer HS3000 (Malvern Instruments, Malvern, UK) e os valores expressos como
média+desvio padrio.

2.2.3 Microscopia de forca atbmica (MFA)

Anélise de MFA foi realizada em temperatura ambiente, no Equipamento Dimension 3100 mo-
nitorado por controlador Nanoscope I1la da Digital Instruments (Santa Barbara, CA, EUA) usando
software versdo Nanoscope 5.31rl (Veeco Metrology, Santa Bérbara, EUA) para aquisigdo de dados.
As imagens foram obtidas usando placas de silica comerciais, sonda de 228 pm de comprimento. Uma
aliquota de SuL. da amostra foi diluida em 4gua MilliQ e depositada sobre placa de mica recentemente
clivada, espathada e seca em corrente de argdnio.

2.2.4 Eficiéncia de Encapsulacio

A porcentagem e eficiéncia de encapsulagdo (EE) foram determinadas pela técnica de ultrafil-
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tracdo/centrifugagiio por HPLC em equipamento Waters Alliance 2695 acoplado a DAD Waters 2996.
A quantidade de droga na NP foi determinada pela Eq. (1) e a EE pela Eq. (2), na qual A=concentragio.

(D

Ate tal_ Anitra Filtrate

(%) = Aweigheed x100 (2)

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Tabela 1. Caracterizagdo fisico-quimica de NP

NS1 0,5 246,7 0,13 +52,0
NS2 1,0 230.8 0,10 +51,9
NS3 2,0 306,5 0,11 +19,9
NS4 3,0 294,1 0,14 +18,6
NC1 0.5 264.9 0.19 +39,4
NC2 1,0 2953 0,20 +41,3
NC3 2,0 282,0 0,23 +28,2
NC4 3,0 328,3 0,34 +28,5

Volume final:5 ml. NP=nanoparticula.

NS 0,5 74 47
NS2 1,0 67 41
NS3 2,0 67 46
NS4 3,0 55 26
NC | 0,5 78 58
NC 2 1,0 79 52
NC3 2,0 78 37
NC4 3,0 72 22

Volume final:5 mi. NP=nanoparticula.

Como mostrado nas tabelas 1 ¢ 2, o aumento da concentragdo da droga reduz a estabilidade da
particula e influencia significativamente (p< 0.05) a carga superficial da particula a seu indice de polidis-
persdo. Ambos os tipos de NP, matricial (NS) e vesicular (NC) foram afetados. A incorporagdo do farmaco
a NP e a eficiéncia de encapsulagio foram reduzidas a medida que a concentragdo do fArmaco aumentou.
A estabilidade coloidal provavelmente foi comprometida pela redugdo do potencial elétrico de superficie
das NP, induzindo agregacao.
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Figura 1. Altura por MFA (a) imagem e perfil topografico (b) de NS com 0,5mg/ml de BL. Escaneamento: 3um

X 3um.
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Figura 2. Altura por MFA (a) e fase (b) de NS com 0,5mg/mL de BL. Tamanho 10um x 10pm.

Asfiguras 1 e 2 mostram estruturas esféricas e nanométricas homogéneas. Na figura 1 ¢ possivel
analisar a relagfio didmetro/altura da NS=1,6, indicando estrutura macia e deformével, provavelmente
devido ao recobrimento por polimero de QM. Esses resultados corroboram com as iamgens da figura 2,
demonstrando uma superficie irregular e deformavel da NS.

(a) (b)

Figura 3. Altura por MFA (a) ¢ fase (b) de NC com 0,5mg/ml de BL. Tamanho 3um x 3pum.

A figura 3 mostra estruturas mais heterogéneas e deformaveis, provavelmente devido & adesio
das NC na superficie de deposicdo da amostra sob pressdo da sonda.
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Resumo:

Neste estudo, apresentamos a caracterizac¢do fisico-quimica de nanoesferas poliméricas (NS), produ-
zidas a partir de polimeros em bloco de 4cido poli-rac-lactico (PLA) covalentemente ligado ao polie-
tilenoglicol (PEG). Utilizou-se polimeros com arquiteturas diferentes; do tipo dibloco (PLA-PEG) ¢
tribloco (PLA-PEG-PLA), com ou sem funcionalizagdo ao longo da cadeia de PLA. As nanoestruturas
foram analisadas e caracterizadas de acordo com o tamanho por espectroscopia de correlagéio de fotons
(PCS), obtendo-se o tamanho médio e o indice de polidispersédo (IP). A andlise morfoldgica foi realizada
por microscopia de for¢a atdbmica (MFA). O tamanho médio de NS obtido por MFA; 158 nm (PLA), 81
nm (dibloco) e 98 nm (tribloco) foram menores que os obtidos por PCS, 206 nm (PLA), 117 nm (diblo-
co) e 150 nm (tribloco), respectivamente. Observou-se a presenca de um forte contraste nas imagens de
fase nas NS contendo cadeias de PEG, quando analisados por MFA, o que € sugestivo da presenca de
um material de menor dureza na superficie. Este contraste ndo foi observado nas NS obtidas & partir do
homopolimero de PLA. )

Palavras-chave: Nanoparticulas Poliméricas, Microscopia de Forga Atdmica, Acido poli-rac-latico.

Abstract

In this study we present a physicochemical characterization of polymeric nanospheres (NS), produced
from block polymers of poly-rac-lactide (PLA) covalently linked to polyethylene glycol (PEG). We
used polymers with diblock (PLA-PEG) and triblock (PLA-PEG-PLA) architectures, with or without
functionalization along the linear PLA backbone. The nanostructures were analyzed and characterized
by photon correlation spectroscopy (PCS), to determine the NS mean size and population polydisper-
sity (PI). The morphological analysis was performed by atomic force microscopy (AFM). The average
diameters of unloaded NS obtained by AFM were smaller 158nm (PLA), 81nm (diblock) and 98nm (tri-
block) than those obtained by PCS, 206nm (PLA), 117nm (diblock) and 150nm (triblock). We observed
a strong contrast at interfaces of NS containing PEG blocks in phase images, which is suggestive of the
presence of a softer domains. This contrast was not observed in the NS obtained from PLA homopoly-
mer.

Keywords: Polymeric Nanoparticles, Atomic Force Microscopy; poly-rac-lactide.
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